血栓性血小板减少性紫癜（TTP）是一种罕见的危及生命的血栓性微血管病，年发病率为（3\~11）/100万，其特点为微血管病性溶血性贫血、严重的血小板减少和弥散性微血管内富血小板血栓形成相关的脏器缺血[@b1]--[@b2]。TTP的发生是由于血管性血友病因子（VWF）裂解蛋白酶（ADAMTS13）严重缺乏，血浆中VWF不能被正常剪切，超大VWF多聚体（ULVWF）异常累积，导致血小板异常聚集、微血栓形成以及红细胞受损[@b3]。TTP可分为获得性TTP（aTTP）和先天性TTP（cTTP）。aTTP占大多数，其中大部分由自身抗体介导，又称为免疫性TTP（iTTP），其病理机制主要为中和性或非中和性自身抗体导致的ADAMTS13受抑制或清除；cTTP主要为ADAMTS13等位基因纯合或复合杂合突变导致的ADAMTS13缺乏[@b3]--[@b5]。TTP的诊断依赖于经典的"五联征"（微血管病性溶血性贫血、血小板减少、神经精神症状、肾损害与发热）以及血细胞计数、血生化改变和ADAMTS13活性测定。诊断血栓性微血管的患者中，ADAMTS13活性\<10%通常可以确定TTP诊断[@b1]。Bendapudi等[@b6]提出的PLASMIC积分对于判断ADAMTS13严重缺乏具有良好的检验效能，有利于TTP快速诊断和早期启动血浆置换（TPE）治疗。此外，在缓解期抗ADAMTS13抗体的持续存在和严重的ADAMTS13缺乏往往提示着TTP复发的高风险[@b1]。

临床上一旦怀疑TTP，需立即启动治疗。目前，aTTP首选治疗是TPE联合糖皮质激素；难治性TTP定义为糖皮质激素治疗和5次TPE后血小板减少（血小板计数无持续升高或\<50×10^9^/L）和乳酸脱氢酶升高（\>1.5倍正常值上限）仍持续；TTP复发定义为TPE达临床缓解，在停止TPE30 d后再次出现血小板计数下降伴或不伴TTP相关临床表现，需再次给予治疗者；对于伴ADAMTS13抑制物复发或难治性aTTP，利妥昔单抗通常可加快疾病缓解并能够有效预防复发[@b3]。cTTP的治疗重点是补充ADAMTS13，首选预防性输注新鲜冰冻血浆[@b4]。近年来，TTP的治疗取得了一些新的突破。

一、重组ADAMTS13（rADAMTS13）替代治疗

Baxalta公司的rADAMTS13（BAX930）是一种由中国仓鼠卵巢基因工程细胞系合成的完全糖基化的重组人ADAMTS13蛋白。BAX930在多种cTTP动物模型中表现出良好的疗效、安全性和耐受性[@b7]。在一项前瞻性的Ⅰ期国际多中心研究中，将BAX930按照5、20、40 U/kg剂量对15例血浆ADAMTS13活性\<6%的重度青少年和成年cTTP患者分组进行单次给药，结果表明，在5\~40 U/kg剂量范围内，BAX930安全有效，患者对于药物耐受性良好，免疫原性试验均呈阴性。并且不同剂量的BAX930具有一致的半衰期，随着剂量增加，ADAMTS13抗原和活性增加，ULVWF减小，VWF裂解产物的持续时间延长[@b8]。目前，Ⅲ期临床试验（ClinicalTrials.gov: NCT03393975）正在进行，以评估BAX930在预防和按需治疗血浆ADAMTS13活性\<10%的重度cTTP患者中的安全性和有效性。此外，研究证明BAX930可在体外中和aTTP患者和大鼠模型中的血浆自身抗体并重建ADAMTS13活性[@b7]，针对aTTP患者的BAX930Ⅱ期临床试验（ClinicalTrials.gov: NCT03922308）也已经开展。

rADAMTS13的应用可以避免血浆治疗的许多不良反应，包括过敏反应、容量超负荷、病原体的传播以及静脉导管相关并发症等，还可以减少患者往返医院的频率，提高患者的生活质量[@b9]。然而，只有80%\~85%的aTTP患者可能从中受益，因为15%\~20%的患者携带的自身抗体仍可识别rADAMTS13导致耐药。Abdelgawwad等[@b10]成功利用血小板作为载体运送rADAMTS13，他们发现rADAMTS13能够在储存血小板制品的温度下在体外被小鼠和人的血小板摄取、内吞并储存于血小板α颗粒中，在正常动脉流速剪切力的作用下，rADAMTS13于受损血管处被集中释放，并以浓度依赖的方式抑制全血流动状态下血小板和VWF的聚集。在体外，少量rADAMTS13负载的血小板即可在正常人、cTTP和aTTP患者全血中抑制正常血流状态下的血栓形成，即使在含有多种自身抗体的重组全血中同样有效。负载rADAMTS13的血小板输注有望成为TTP抗血栓治疗的新选择。

二、基因治疗

1．ADAMTS13 mRNA重组质粒表达具有酶活性的ADAMTS13：由于rADAMTS13的半衰期仍然相对较短，且存在抑制性抗体，导致rADAMTS13仍需较频繁给药并会产生耐药性。Liu-Chen等[@b11]分别构建了载有野生型和抵抗自身抗体抗性的突变型（M5）ADAMTS13 mRNA的质粒，将其包裹在脂质纳米颗粒中分别导入小鼠体内，利用肝细胞作为生物反应器可以在较长时间内持续产生分泌具有活性的ADAMTS13。其中，ADAMTS13-M5不能被自身抗体中和，并且具有比野生型ADAMTS13更强的酶活性。以上提示ADAMTS13 mRNA重组质粒或许可以解决rADAMTS13的耐药问题。

2．重组腺相关病毒（adeno-associated virus, AAV）8型介导的ADAMTS13变异体表达：Jin等[@b12]利用人α-1抗胰蛋白酶启动子（hAAT）获得了编码小鼠C-末端截短ADAMTS13变异体（mdtcs）的AAV8载体（AAV8-hAAT-mdtcs）。将AAV8-hAAT-mdtcs静脉注射至ADAMTS13^−/−^小鼠中，在肝脏特异性启动子的控制下，小鼠血浆ADAMTS13活性可持续表达在治疗水平，从而清除循环中的ULVWF，安全有效地纠正ADAMTS13^−/−^小鼠的血栓前病变和TTP症状。值得注意的是，研究中达到治疗水平所需的AAV8剂量和治疗血友病B患者的剂量相似[@b12]，这对于AAV8在cTTP中的临床应用具有指导意义。

3．睡美人（SB100X）转座子介导的基因治疗：由于AAV载体不具备染色体整合能力，并且于体内直接给药时可能会诱导免疫反应，ADAMTS13可能不能维持长期高水平表达。此外，病毒载体需要活细胞来生产，制造过程复杂且价格昂贵，并且存在致癌风险[@b13]。于是，有学者考虑用非病毒转染的方法利用转座子将ADAMTS13基因输送至靶细胞中。

转座子作为可自主复制和位移的DNA序列，可以整合至受体基因组从而获得稳定的表达。其中，SB是应用最广泛的转座子之一。Verhenne等[@b14]将包含全长ADAMTS13 cDNA的表达盒克隆至非病毒睡美人（SB100X）转座子系统，在水动力下通过尾静脉注射至ADAMTS13^−/−^小鼠体内，使ADAMTS13 cDNA整合到小鼠基因组中。结果表明，ADAMTS13^−/−^小鼠获得了稳定的长达25周的ADAMTS13超生理水平表达，并且未发生抗体介导的免疫应答，循环中ULVWF被有效水解。此外，用重组VWF尝试诱导ADAMTS13^−/−^小鼠TTP发生时，小鼠在基因转移后的20周内没有出现严重的血小板减少症或器官损害等TTP症状。这提示了SB100X对于cTTP可起到治疗和长期预防作用。SB100X是最有效的转座子之一，理论上可以实现稳定的基因转移，最小化潜在的免疫反应，并具有简单、低成本、高效率的特性[@b13]。然而其安全性、给药方式等需要大规模动物研究以及临床试验验证。

三、免疫抑制治疗

目前，aTTP的首选治疗仍以TPE联合糖皮质激素为主。TPE通过替换缺陷的ADAMTS13和清除抑制性自身抗体发挥作用，激素被认为可以辅助TPE抑制抗体，同时还具有抑制炎症反应、保护脏器功能等作用。Schaller等[@b15]利用单链噬菌体展示技术从4例iTTP患者切除的脾脏中克隆了抗ADAMTS13 IgG抗体并进行序列分析，发现2例无亲缘关系的患者共同拥有独特的重链互补决定区3，支持了iTTP自身免疫反应是抗原所驱动，为免疫抑制治疗提供了理论依据。据报道，TPE联合糖皮质激素治疗无效的难治性aTTP患者占10%\~42%[@b16]，此时靶向CD20^+^B细胞的利妥昔单抗的应用通常能够加快疾病缓解并降低复发率。但Sun等[@b17]首次量化研究了利妥昔单抗对TTP的保护作用，发现虽然患者复发风险立即下降，但在大约2.6年后这种保护作用基本消失。

多项研究结果显示，在TPE的基础上联合环磷酰胺（CTX）、硼替佐米、长春新碱、环孢素A（CsA）、静脉注射丙种球蛋白（IVIG）和脾切除术对于复发或难治性TTP治疗有效。由于严重不良反应、急性感染的风险和导致TTP恶化的可能性，CTX仅被用于对利妥昔单抗耐药的复发或难治性TTP患者，或与利妥昔单抗联合应用[@b16]。由于利妥昔单抗只破坏CD20^+^ B细胞，残存的浆细胞可继续产生抗体导致TTP持续，硼替佐米可通过选择性抑制蛋白酶体致浆细胞凋亡[@b18]，因此，对于利妥昔单抗疗效不佳的aTTP患者可尝试应用硼替佐米。长春新碱是细胞周期特异性抗肿瘤药物，还具有免疫调节以及通过改变血小板糖蛋白（glycoprotein, GP）受体的表达减少血小板与VWF黏附的作用[@b19]，可作为利妥昔单抗治疗无效后的一种选择。一项纳入了26例急性iTTP患者的前瞻性研究对比了CsA与泼尼松的疗效，结果表明泼尼松对于提高ADAMTS13活性和抑制抗ADAMTS13抗体的作用优于CsA，但这可能是由于CsA起效时间相对较晚所致[@b20]，最终结果有待更长时间的随访。关于IVIG治疗TTP疗效的报道存在不同结论，其治疗活性是否与抑制TTP患者自身抗体相关也存在争议，多个病例报告表明IVIG对于改善神经精神症状效果显著[@b21]，其可被视为难治性TTP的挽救疗法。脾切除术在过去曾较多应用于复发或难治性TTP的治疗并取得了较高的缓解率，这表明脾脏可能是产生ADAMTS13自身抗体的长寿记忆B细胞的储存库[@b22]，但随着利妥昔单抗的应用，脾切除术已基本退出了TTP治疗的舞台。近几年，有多个治疗aTTP的免疫抑制剂新药涌现。

1．Ofatumumab：Ofatumumab是美国食品与药物管理局（FDA）批准用于治疗慢性淋巴细胞性白血病的一种全人源化靶向抗CD20单克隆抗体，其与B细胞表面的一种独特的CD20表位结合，显示出优于利妥昔单抗的补体依赖细胞毒性介导的B细胞杀伤作用。对于自身免疫性疾病，包括对利妥昔单抗过敏的患者，Ofatumumab同样被证明安全有效[@b23]--[@b24]。Crowley等[@b23]和Al-Samkari等[@b24]分别报告了1例在对利妥昔单抗过敏的aTTP患者中应用Ofatumumab后获得无并发症长期缓解，并且ADAMTS13活性得到提高的病例，提示Ofatumumab可用于aTTP的急性期治疗以及复发的预防。但Cohen等[@b25]报告了一例应用Ofatumumab出现过敏反应的aTTP病例。Ofatumumab能否替代利妥昔单抗治疗aTTP尚无定论。

2．Eculizumab：Eculizumab是抗补体蛋白C5的单克隆抗体，用于治疗成人和儿童阵发性睡眠性血红蛋白尿和非典型溶血性尿毒症综合征，其作用机制是通过阻断C5裂解抑制炎症因子C5a的释放及末端补体复合物C5b-9的形成，从而抑制补体介导的血管内溶血和血栓性微血管病。

Peyvandi等[@b17]首次报告了一例携带两个新的补体调节基因突变的急性TTP的病例，提示了补体系统异常可能是TTP的致病因素之一。Pecoraro等[@b27]首次报告了在一例因血浆C5b-9水平升高被误诊为非典型溶血性尿毒症综合征的cTTP患者中应用Eculizumab治疗获得迅速缓解的病例，在患者因上呼吸道感染诱导的5次TTP复发中，应用Eculizumab单药治疗均可达到疾病缓解，并且在患者行扁桃体切除术后22个月的无药物随访中未再出现复发。Vigna等[@b28]和Atrash等[@b29]共报告了5例难治性aTTP在应用Eculizumab治疗后获得缓解，所有患者均携带补体相关基因突变，存在补体激活的证据。

Eculizumab治疗TTP的机制尚未明确。有证据表明，经典补体途径的异常激活可能引起微血管系统全身性炎症反应，其释放的细胞因子可能促进血管内皮细胞释放ULVWF增加，超过了ADAMTS13的剪切能力或者直接抑制ADAMTS13活性，导致微血栓形成[@b26]。此外，ULVWF与C3b结合并模拟C3/C5转化酶导致的补体替代途径调节受损也可能参与疾病发生[@b30]。Atrash等[@b29]提出aTTP患者中只有通过TPE清除抗ADAMTS13抗体后，Eculizumab才可以发挥显著疗效。然而，Bitzan等[@b30]应用Eculizumab单药治疗1例aTTP伴CFHR3/1缺失的患者也获得了长期缓解。

3．Mizoribine：Mizoribine是一种嘌呤合成抑制剂，可以选择性抑制淋巴细胞增殖，因此被用于抑制移植后排斥反应，以及治疗狼疮性肾炎、类风湿性关节炎和原发性肾病综合征。Kawamura等[@b31]首次报告了在1例复发的aTTP患者中应用Mizoribine联合糖皮质激素成功维持疾病长期缓解。Mizoribine可能通过调节糖皮质激素受体功能以及纠正潜在的免疫异常而发挥作用。对于复发或难治性aTTP，当患者对CTX等免疫抑制剂不耐受时，Mizoribine或许可以成为有效的替代方案。

4．化脓性链球菌IgG降解酶（IdeS）：IdeS可以特异性切割iTTP患者ADAMTS13 IgG抗体。在IdeSⅡ期单臂临床研究中，针对2例处于临床缓解期但ADAMTS13低活性伴抗体的iTTP患者，IdeS虽未改善ADAMTS13活性，但可在30 min\~48 h内显著降低抗ADAMTS13自身抗体水平，这种作用大约可维持3周。但2例患者均发生了严重的急性血清病反应，并且在另一项IdeS治疗慢性肾脏病的临床研究中，8例患者中有4例发生了归因于IdeS的严重不良反应，该项临床研究已提前终止[@b32]。

四、抑制VWF与血小板结合的治疗

1．Caplacizumab：Caplacizumab（ALX-0081）是由赛诺菲公司开发的一种二价抗VWF的纳米抗体，已先后于2018年9月、2019年2月被欧盟和FDA批准上市，用于治疗成人aTTP。Caplacizumab通过阻断ULVWF A1结构域与血小板GPIb-IX-V受体的结合和相互作用，防止血小板异常聚集和微血栓形成[@b33]。Caplacizumab多中心Ⅲ期HERCULES临床试验（ClinicalTrials.gov: NCT02553317）结果表明，对比安慰剂组，Caplacizumab组显著缩短了血小板计数正常化的时间，缩短了TPE平均天数以及住院时间，降低了TTP相关死亡、复发、重大血栓栓塞事件以及难治性TTP的发生率。虽然Caplacizumab组出血风险相对增加，但大多数不需要干预性治疗[@b34]。

Caplacizumab推荐剂量为首次静脉注射10 mg，此后每日TPE结束后皮下注射10 mg直至TPE终止后至少30 d。Caplacizumab不能改变aTTP异常的免疫紊乱，需联合应用免疫抑制剂治疗，但在免疫抑制剂完全起效之前对急性期aTTP患者可起到重要的保护作用[@b35]。因此有学者提出，在TPE的基础上，Caplacizumab和rADAMTS13的联合应用可能成为挽救aTTP患者生命的鸡尾酒疗法[@b9]。

此外，Bhoopalan等[@b36]首次报告了一例儿童难治性aTTP在应用Caplacizumab后迅速缓解的病例，提示Caplacizumab也可用于儿童TTP的治疗。

2．Anfibatide：Anfibatide是从尖吻蝮蛇蛇毒中提取的蛋白，其作为有效的血小板GPIb拮抗剂，可竞争性抑制VWF与GPIb的结合。Zheng等[@b37]研究发现，Anfibatide以浓度依赖的方式抑制瑞斯托霉素或博托霉素诱导的小鼠和人血小板的聚集，抑制动脉血流状态下血小板在胶原表面的粘附和聚集。并且在小鼠模型中首次证明，当Anfibatide以最佳剂量、途径和间隔给药时，可以治疗由严重ADAMTS13缺乏引起的自发性血小板减少症，同时可以有效预防志贺毒素诱导的TTP急性发作。针对成人aTTP患者的AnfibatideⅡ期临床试验（ClinicalTrials.gov: NCT04021173）已开展，有关药物疗效和安全性待观察。

3．N-乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine, NAC）：NAC通过作用于VWF的二硫键，降低血浆中ULVWF的大小和活性，从而限制VWF与血小板的相互作用，减少血栓形成。在小鼠和狒狒TTP模型中，单药NAC的预防性应用可以预防小鼠出现严重的TTP症状。然而，NAC在急性TTP病程中不能有效缓解病情，这可能是由于NAC不能降解已形成的血栓。在cTTP患者中，血浆输注联合NAC治疗可能会减少所需血浆用量。此外，NAC的抗氧化和清除自由基的特性可能会改善患者预后[@b38]。

关于NAC治疗TTP的病例报告较少，Cabanillas和Popescu-Martinez[@b39]、Demircioğlu等[@b40]分别报告了1例多次复发的难治性TTP患者在接受NAC治疗后获得完全缓解的病例，并提出在TPE、利妥昔单抗等药物治疗无效后，低毒性的NAC相对于化疗药物可能是更好的选择，但需要进一步的临床试验证实。

五、结语

随着对TTP的深入研究，TTP的治疗取得了进展。rADAMTS13以及相关的基因治疗有望取代血浆替代治疗使cTTP患者获得更好的疗效和预后。Ofatumumab、Eculizumab等免疫抑制剂在aTTP中均有治疗后获得缓解的病例报告，具有广泛的临床应用前景，并且这些药物为复发或难治性TTP提供了更多的治疗选择。Caplacizumab、Anfibatide以及NAC可通过抑制vWF与血小板结合减少TTP的血栓事件，从而降低死亡率。以上关于TTP的治疗研究有望进一步降低TTP患者的死亡率，提高患者的疗效，改善病情预后。
